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A makroautofágia folyamata során a sejt citoplazmájából elkerített részek kett s falú 
vezikulákba csomagolódnak, majd beltartalmuk a lizoszómával való fúziót követve lebomlik. 
A sejt a lebontás végtermékeit energiatermelés vagy makromolekuláinak szintézisére 
újrahasznosíthatja. Ez a körforgás biztosítja a sejtalkotók folyamatos megújulását.  
Különböz  stresszek hatására illetve a sejtek/szervezetek programoztt átalakulását kísérve 
valamint patológiás esetekben az autofágia szintje er sen fokozódhat.  
A folyamat mélyebb megértése egyes krónikus betegségek, mint például a Danon betegség, a 
Huntington-kór, az Alzheimer-betegség és bizonyos tumorbetegségek valamint az öregedés 
szempontjából is fontos lehet.  
El ször az egysejt  Saccharomyces cerevisiae éleszt ben izolálták a folyamatban szerepet 
játszó géneket. A minden eukariótában megtalálható homológok alkotják az Atg gének egyre 
b vül  csoportját. Az ezeken végzett genetikai alapú kutatások mind több folyamatban 
igazolják az autofágiának a szerepét és mind jobban feltárják a szabályozásának molekuláris 
mechanizmusát. 
A Drosophila melanogaster lárvális szöveteiben az egyedfejl dés során és az éhezés hatására 
is fokozódik az autofágia szintje, és a genetikai eszközök széles választéka használható a 




2.1 Az Atg7 dependens autofágia fiziológiás szerepének jellemzése
A létrehozott deléciós mutánsokon megfigyelni a funkcióvesztés hatásait az éhezési és 
fejl dési autofágiára, az egyedfejl désre és az életképességre. 
2.2 Az éhezéssel indukált autofágia soránmegfigyelhet génexpressziós
változások leírása
Éheztetett és jól táplált lárvák expressziós profiljának összehasonlítása egy kontroll és két 
autofág mutáns minta segítségével, ezáltal új, az autofágia szabályozásában szerepl  és a 
hátterében álló gének, illetve a kiesését kompenzáló lehetséges, eddig nem ismert folyamatok 
megismerése. 
2.3 Egy vagy több kiválasztott, éhezés során indukálódó vagy reprimálódó
gén funkcionális jellemzése
Egy vagy több gén kiválasztása,amely az éhezés során jelent s változást mutatott, amelyhez 
elérhet ek a reagensek és, amely az irodalmi adatok alapján jó jelöltnek ígérkezik 
 
3 Módszerek
3.1 Genetikai mozaik analízis
A mozaik analízis esetén a gain of function sejtklónok spontán módon keletkeztek a hsFLP; 
Act>CD2>Gal4, UASGFP/UAS-X genotípusú állatokban, az FLP transzgén hs (h sokk) 
promóter általi szobah mérsékleten mutatott spontán aktivációja következtében. Az ezáltal 
rekonstituált  aktin promóter csak az érintett sejtklónokban hajtja meg a kívánt transzgént 
illetve dsRNS-t, a környez  sejtek kontrollként szolgálnak. 
3.2 Deléciós mutánsok létrehozása
Az Atg7, Sec6 és CG5335 deléciós allélokat minden esetben egy már létez  P-elem inzerciós 
kromoszóma segítségével ún. P-elem elugratással hoztuk létre.  
3.3 DNS chip analízis
Minden chipen egy adott genotípus két állapotát (éheztetett/jól táplált) hasonlítottuk össze. 
Az izolált RNS-t több lépcs ben amino-allil cRNS-re fordítottuk. Ezeket feljel lve 
flureszcens próbákhoz jutottunk ezeket hibridizáltuk a chip felszínéhez.  
3.4 Bioinformatikai elemzés
A releváns változást mutató géneket különválasztottuk aszerint, hogy indukálódtak vagy 
reprimálódtak-e. A genetikai ontológia (GO) vizsgálatot a DAVID ingyenesen elérhet  
szoftvercsomag segítségével végeztük.  
3.5 TUNEL reakció
A TUNEL festéseket mind a lárvális középbél, mind pedig a paraffinos agyszeletek esetén a 
TMR Red In Situ Cell Death Detection Kit (Roche) segítségével végeztük. 
3.6 Elektronmikroszkópos immuncitokémia
Az ubiquitin és Rack1 immunjelölés esetében 100 nm vastagságú ultravékony szeleteket 
használtunk. A háromlépcs s immunjelöléshez nyúlban termeltettett anti-ubiquitin ill. anti-
Rack1, biotin-konjugált anti-nyúl és 20nm-es aranykolloiddal konjugált anti-biotin 
ellenanyagot használtunk.  
 
4 Eredmények
4.1 Az Atg7 funkcióvesztéses mutáns létrehozása
A d06996 és a EY10058 jel  P-elemek elugratásával, olyan átfed  deléciókat sikerült 
létrehozni, amelyek együttesen lefedik az Atg7 katalitikus régióját, így sikerült 
funkcióvestéses mutánst létrehoznunk. 
4.2 Az Atg7 nélkülözhetetlen az éhezési autofágiához
A mutáns zsírtest sejtekben három óra éhezés után nem szaporodnak fel az Atg8::GFP pozitív 
szemcsék, valamint a mutáns zsírtest klón er sen csökkent autofág funkciót mutat a 
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festés alapján is. Az elektronmikroszkópos felvételek igazolják az fentebbieket. A a 
mutánsról készült felvételeken az autofago- és autolizoszómák száma és mérete igen er sen 
lecsökken 
4.3 Az Atg7 szükséges a fejl dési autofágiához a lárvális középbél
esetében
A fejl dési autofágiában betöltött szerepet vándorló állatokban vizsgáltuk, amelyekben 
normális esetben az autofágia er s indukciót mutat. A GFP-Atg8a-t expresszáló mutánsok 
esetében a GFP-pozitív pontok száma messze elmaradt a kontroll állathoz viszonyítva a 
vakbélágakban. Az ELMI felvételek tanúsága szerint az autofago- ill. autolizoszómák a 
citoplazma területének 0,17- ill. 0,42%-ot foglaltak el a mutáns vakbelek esetén, amely igen 
jelent s csökkenést jelent a kontrollban megfigyelt 0,95 és 3,22%-hoz viszonyítva. 
4.4 Az Atg7 mutáns legyek rövidebb ideig élnek, érzékenyebbek az
oxidatív stresszre és a tápanyaghiányra
Az Atg7 funkcióvesztés az egyedek élethosszát átlagosan mintegy 11 nappal rövidítette meg. 
Teljes tápanyag megvonás hatására a mutánsok túlnyomó többsége elhullik a kezelést l 
számított második nap végéig míg a kontroll állatok többsége csak a második nap után 
pusztul el. A szukrózoldaton él  kontroll legyek átlagosan 26, míg a mutánsok 22 napig 
maradtak életben. Az oxidatív stresszrezisztenciát Paraquat táptalajhoz keverése mellett 
vizsgáltuk. Ennek hatására a mutánsok nagyjából fele annyi ideig éltek túl, mint a kontroll 
állatok. 
4.5 Az Atg7 mutáns legyek központi idegrendszerében korai
neurondegeneráció figyelhet meg
A mutáns állatok agyáról készült EM felvételeken az idegsejtek többségében kerekded 
zárványok és elpusztult neuronok figyelhet k meg, melyek a kontroll állatokban sosem 
jelentkeztek. A zárványok száma a korral n tt. A teljes agyról készült félvastag 
preparátumokon elszórtan kisméret  léziók figyelhet ek meg, a legkifejezettebben a 30 napos 
mutáns fejek esetén. A 30-os mutánsok teljes agyából készült konfokális mikroszkópos 
képeken a sejtmagok jelent s hányada TUNEL-pozitívnak bizonyult  
4.6 Az éheztetést kísér transzkripciós változás genomszint vizsgálata
vadtípusú és autofágia mutáns lárvákon
DNS-chipek segítségével összehasonlítottuk 4 órás tápanyagmegvonásnak kitett 86 órás 
lárvák és azonos korú nem éheztetett társaik génexpressziós profiljait. A leger sebben 
indukált gének között nagy számban találhatóak az immunválaszban szerepet játszó gének.  
Az ú.n. funkcionális annotáció segítségével megállapítottuk, hogy 10 olyan GO kategória 
volt, amely specifikusan feldúsult az Atg mutánsokban, azonban a vadtípusú lárvák 
szabályozott génjei között arányaiban nem magas az el fordulásuk. Ezek egyike: az 
„ubuquitin függ  fehérje lebontási folyamat” kompenzációs mechanizmust sejttet. 
4.7 Az autofág gének többségének expressziós szintje éhezés hatására
emelkedik
Az Atg1 komplex tagjai csak kis mértékben indukálódtak. Az Atg8a gén aktiválódott a 
leger sebben az összes Atg gén közül. A membrán transzport komplex génjei reagáltak a 
leger sebben az éhezésre a tagok átlagát tekintve. 
4.8 Kiválasztott gének génexpressziós aktivitás változásának
kvantifikálása lárvális zsírtesten
A kiboncolt zsírtesteken végzett kvantitatív real-time PCR segítségével nyert adatok 
nagyfokú korrelációt mutattak a DNS chip kísérletek eredményeivel, bár jóval nagyobb 
mérték  változásokat tükröztek. 
4.9 A Rack1 szintje hatással van az éhezési autofágia mértékére
A Rack1-et (Receptor for Activated C Kinase 1) választottuk ki a további funkcionális 
vizsgálatokra, mely transzkiprtumának szintje a teljes lárvát tekintve 4-szeresére emelkedett, 
míg a zsítrestben ennél is jóval er sebben 21,6-szoros indukciót mutatott. Az mCherry-Atg8-
at expresszáló zsírtestekben, azokban a mozaiksejtekben, amelyekben a Rack1-specifikus 
dsRNS is kifejez dik, az mCherry-pozitív szemcsék száma jóval kisebb mértékben 
emelkedik éhezés hatására, mint a szomszédos kontroll sejtekben. A fenti kísérletet 
megismételtük Rack1 null mutáns (Rack1[1.8]) lárvákon is. Az eredmények összhangban 
voltak a genetikai mozaikokon végzett kísérletek kapcsán tapasztaltakkal. 
Elektronmikroszkópos felvételekkel er sítettük meg a fentebbi kísérlet eredményét. Az így 
megvalósítható részletesebb morfometriai elemzés alapján  
megállapítottuk, hogy az autolizoszómák terület aránya 76%-os, míg az autofagoszómáké 
99%-os (!)  csökkenést mutat. A felvételeket elemezve felt nt, hogy a glikogén szemcsék 
területaránya ugyancsak visszaszorult. A vándorló állatokra is kiterjesztve a vizsgálatot 
figyeltük meg, hogy a fejl dési autofágia mértékét a Rack1 funkcióvesztése nem 
befolyásolja.  
4.10 A Rack1 szerepet játszik a glikogén szintézisben
Miután megfigyeltük, hogy a glikogén raktárak a szukrózoldatban való éhezés során épülnek 
fel újra, jutottunk arra a következtetésre, hogy a Rack1 mutánsban a csökkent glikogénszint 
hátterében nem a túlzott glikogén lebontás, hanem a glikogénszemcsék szintézisében lév  
zavar áll. 
A rendelkezünkre álló glikogénspecifikus ellenanyag segítségével fénymikroszkópos szinten 
is követni tudtuk a sejtek glikogén tartalmában bekövetkez  változásokat. Ez alapján a 
glikogénszintre gyakorolt hatás tekintetében két megfigyelést tettünk: Az 
elektronmikroszkópos megfigyelésekkel összhangban a Rack1 mutáns zsírtestben a 
glikogénszemcsék száma rendkívüli mértékben lecsökken, illetve: a Rack1 fehérje RNSi 
általi expressziócsökkenése sejtautonóm módon csökkentette a glikogénszemcsék számát a 
zsírtest mozaikokban 
4.11 A Rack1 korai autofág struktúrákkal és glikogén szemcsékkel
kolokalizál
Az autofágiára és a glikogénszintézisre gyakorolt hatás további elemzéséhez LASER 
konfokális mikroszkópia segítségével kolokalizációs kísérleteket végeztünk. A GFP-Atg8-at 
kifejez  állatok zsírtestében a Rack1 szemcsék 5,8%-a kolokalizál GFP-Atg8 szemcsékkel,és 
megfordítva a GFP-Atg8 szemcsék 6,1%-a kolokalizál Rack1 szemcsékkel. A 




Az Atg gének funkcióvesztése éleszt  sejtekben a normálisnál jóval korábbi letalitást okoz 
tápanyagmegvonás esetén (Tsukada and Ohsumi 1993). Drosophilában a korábban vizsgált 
Atg gének mind esszenciálisak bizonyultak (Scott, Schuldiner et al. 2004). Az általunk 
vizsgált Atg7 mutáns életképessége több módon is magyarázható:  
a) a muslica rendelkezik egy másik fehérjével, amely az Atg7 funkcióját részben pótolni 
tudja, 
b) egy másik mechanizmus képes a makroautofágia funkcióját legalábbis bizonyos fokig 
pótolni (pl.: a chaperon-mediálta autofágia), 
c) az autofágia folyamata nem esszenciális. Ebb l következne, hogy az eddig vizsgált gének 
rendelkeznek más, esszenciális, az autofágián kívüli funkcióval. 
A dolgozatom alapjául szolgáló cikk publikálása után mások is megfigyelték 
fehérjeaggregátumok és ubiquitinált fehérjék korral párhuzamos felszaporodását egy másik 
gén: az Atg8 kapcsán (Simonsen, Cumming et al. 2008). Ugyanebben a publikációban 
kimutatták az autofág gének expressziós szintjének hanyatlását öreged  muslicákon, 
valamint, hogy az Atg8 túltermeltetése megnöveli az élethosszt. Arra a kérdésre, hogy van-e 
ok-okozati viszony az öregedés és az autofágia között, és hogy milyen irányú, a jöv  
kutatásai adják majd meg a választ (Cuervo, Bergamini et al. 2005). 
Az autofágia sejthalálban betöltött szerepe igen élénken vitatott területe a kutatásának. Az 
Atg7 szerepe a Drosophila fejl désében kétarcú. Egyrészt a lárvális bélhám esetén hozzájárul 
a sejtek normális sejtpusztulásához szükséges folyamatokhoz (hiányában a DNS degradáció 
gátlódik), másrészt a központi idegrendszerben segíti a neuronok túlélését (hiányában 
aggregátumok képz dnek és a sejtek elpusztulnak). Ezek az eredmények hozzájárulnak, hogy 
az autofágiának az öregedésben és a sejtpusztulásban vitt szerepér l a korábbinál pontosabb 




Az autofág mutánsokban az olyan katabolikus folyamatok, mint a proteaszómális 
fehérjedegradáció vagy az aminosav metabolizmus hátterében álló gének nagyobb mértékben 
expresszálódtak, mint a kontroll esetében. Ezen megfigyelés az autofágia hiánya miatt fellép  
energia- és tápanyaghiányra adott kompenzációs mechanizmusként értelmezhet . 
Mivel az Atg gének  mRNS-einek a szintje az Atg1 és Atg7 mutánsokban is hasonló módon 
reagált, feltételezhet , hogy az Atg1-nek és az Atg7 nincsen jelent s szerepe az Atg gének 
génexpresszióját vélhet en szabályozó negatív visszacsatolásban. 
5.3 Rack1
A Rack1 pozitív granulumok fele, glikogénhez asszociál, továbbá a funkcióvesztés gátolja a 
glikogénszintézist. A GSK-3B-vel való kolokalizáció arra utalhat, hogy a Rack1 funkciónális 
értelemben kölcsönható partnere lehet a GSK-3B készlet glikogénszintézisben aktív 
hányadával. A Rack1-r l ismert, hogy köt dik az AMPK három különböz  alegységéhez. Az 
AMPK  alegysége rendelkezik egy glikogénköt  régióval, amely ezen kináz glikogén 
szemcsékhez való lokalizációjáért felel s. A magas AMP szint által aktivált AMPK 
egyid ben indukálja a glikogén lebontását és foszforilációjával gátolja a glikogén-szintáz 
enzimet (Hardie 2011). 
Feltevésünk szerint a Rack1 állványfehérjeként segít az AMPK és a GSK-3B egy komplexbe 
tömörülésének, míg az AMPK a komplex glikogénhez való köt déséért felel s. Ez a 
feltételezett komplex (más kinázokkal és foszfatázokkal együtt) a szignálkontextustól 
függ en szabályozhatja a glikogén-szintáz aktivitását annak foszforil-mintázatán keresztül. 
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